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FUNGAL CUTINASES: PROPERTIES AND INDUSTRIAL APPLICATIONS — REVIEW.Cutinases (EC 3.1.1.74) are also known
as cutin hidrolases. These enzymes share catalytic properties of lipases and esterases, presenting a unique feature of being active
regardless the presence of an oil-water interface, making them interesting as biocatalysts in several industrial processes involving

hydrolysis, esterification and trans-esterification reactions. They are also active in different reaction media, allowing their applications

in different areas such as food industry, cosmetics, fine chemicals, pesticide and insecticide degradation, treatment and laundry of

fiber textiles and polymer chemistry. The present review describes the characteristics, potential applications and new perspectives

for these enzymes.
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INTRODUCAO

Cutinases s@o enzimas que catalisam a hidrélise de um biopo-
liéster insolivel, a cutina, componente estrutural da cuticula das
plantas.! Este poliéster é composto do seguintes dcidos graxos:

-hidréxi dcidos graxos, dcido diidroxidréxi palmitico, e dcidos
18-hidr6xi-9,10,-epoxi C , saturados e A12 insaturados, e dcidos
9,10,18-triidroxi C  saturados e A12 monoinsaturados. A composi-
¢do da cutina € dependente da espécie, porém, em geral, em plantas
de crescimento rapido predominam os dcidos de 16 carbonos, parti-
cularmente diidroxipalmitato, enquanto em plantas de crescimento
lento uma mistura de 4cidos de 16 e 18 carbonos € encontrada. A
cutinase libera hidroliticamente todos os tipos de mondmeros a
partir do polimero.?

Além da hidrdlise, assim como as lipases, as cutinases também
sdo capazes de catalisar reagdes reversas, como esterificagio, trans-
esterificacdio (interesterificagdo, alcodlise e aciddlise) e amindlise,
sendo que a atividade de dgua do meio reacional € um dos fatores
determinantes para cada classe de reagdo.’*

Segundo Brenda® a cutinase € classificada como EC 3.1.1.3 com
nome recomendado de triacilglicerol lipase, e nome sistemadtico de
triacilglicerolacil-hidrolase. Também € classificada, pela mesma
fonte, como 3.1.1.74 com nome recomendado de cutinase € nome
sistemdtico de cutina hidrolase, ou seja, uma esterase que hidrolisa
a cutina, podendo agir e ser classificada também como lipase.

As cutinases apresentam diversas caracteristicas interessantes
para aplicacdes em uma ampla gama de produtos, variando de de-
tergentes a alimentos.® Conseqlientemente, tem sido desenvolvida
intensa pesquisa abordando suas estruturas, fungdes, purificagdo e
aplicacdes, visando o desenvolvimento de novos processos empre-
gando este grupo de enzimas.'

O presente artigo descreve as caracteristicas e potenciais aplica-
¢oes das cutinases flingicas em processos industriais.

*e-mail: tatipi @fea.unicamp.br

Caracteristicas das cutinases

Cutinases sdo dos menores membros da familia serina hidrolase,
que apresenta a triade catalitica cldssica composta por serina, histidina
e um grupo carboxil. A sub-familia das cutinases consiste em cerca
de 20 membros, baseada em seqiiéncia de aminodcidos similares.
Suas estruturas e dindmica molecular s3o conhecidas em detalhes
apos extensivos estudos de cristalografia por raios X ¢ RMN. Em
todas serina hidrolases, o sitio ativo estd invariavelmente localizado
na extremidade C-terminal de uma das cadeias 3.7

Trata-se de uma molécula compacta que consiste em 197 resi-
duos, é uma o/ proteina com nicleo hidrofébico que compreende
uma folha B central rodeada por 5 o hélices ligeiramente torcidas,
contendo um tnico residuo triptofano (Trp,,) que estd localizado na
vizinhanga de uma ponte dissulfeto (Cys, -Cys,,)."

Segundo Borreguero et al.’ o sitio catalitico da cutinase ndo é
protegido por alga (tampa) helicoidal anfipdtica, a qual esta caracte-
risticamente presente nas lipases. O sitio oxidnion, que nas lipases é
formado sobre a ligacdo com o substrato, € pré-formado nas cutinases.
Estes dois fatores poderiam ser responsdveis pela auséncia da ativacao
interfacial detectada no comportamento catalitico da cutinase.

Melo et al.'° descrevem, em algumas cutinases, a presenga de um
sitio de conformagdo que abre e fecha, o que indicaria ser a enzima
preferencialmente uma lipase que uma esterase. Este movimento
de “mini-tampa” da cutinase cobrindo seu sitio ativo poderia ser
responsdvel por sua adaptagdo a diferentes solventes.

A atividade catalitica da cutinase depende de alguns parametros,
como o pH. Petersen et al.!' descrevem que a estrutura tridimensio-
nal da cutinase permanece estivel em uma faixa de pH entre 4,0 e
9,0. Contudo, a atividade 6tima foi observada em uma faixa de pH
ente 4,0 e 5,0; e também em torno de 8,5. Este comportamento foi
atribuido ao estado de ioniza¢do de His-188. Este residuo precisa ser
desprotonado para estabilizar o sitio catalitico. As cutinases fungicas
apresentam estabilidade em pH 4cido e basico, contrastando com a
cutinase de pélen, a qual apresenta estabilidade apenas em pH neutro,
com pH 6timo em 6,8."
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Diversas estratégias tem sido empregadas com o objetivo de aumentar
aestabilidade térmica e operacional das cutinases em diferentes meios de
reacdo.'31” O uso de micelas reversas, principalmente AOT, € a estratégia
mais freqiientemente empregada na literatura, devido ao maior ganho de
atividade obtido.'® Micelas reversas séo sistemas compostos por molé-
culas anfifilicas que se auto-organizam de forma que seus grupamentos
polares se orientam para a face interna e a parte apolar se encontra na
face externa. Sua estrutura apresenta caracteristicas semelhantes as
membranas bioldgicas. Este aspecto as torna um conveniente meio para
o estudo das intera¢des bioldgicas de peptideos bioativos.'®

O emprego de dlcoois, principalmente o hexanol, apresenta
influéncia positiva na retengdo de atividade da cutinase em micelas
reversas, embora o mecanismo exato de tal efeito ainda ndo esteja
totalmente elucidado.'

Gongalves et al.'” demonstraram que a cutinase possui alta
estabilidade quando imobilizada em dextrana e suportes derivados
de silica.

APLICACOES DA CUTINASE

As cutinases sio enzimas versdteis, demonstrando vdrias proprieda-
des titeis para a aplicagdo em produtos e processos industriais (Tabela
1). A atividade estereolitica da cutinase tem sido largamente explorada.
Fazendo uso de sua atividade cutinolitica in vivo, uma preparacdo
enzimdtica contendo cutinase foi desenvolvida para aumentar o efeito
farmacoldgico de defensivos agricolas.! Uma aplicagdo particularmente
importante, na qual estas enzimas possuem grande potencial, € o manejo
de residuos gerados pelo processamento de frutas e vegetais. Cascas de
tomate, maga e frutas citricas podem ser utilizadas como matérias-primas
para a obtencao do dcido ricinoléico por meio da hidrélise por cutinases.
Este dcido € bastante empregado em industrias farmacéuticas, tendo como
fonte principal de obtencao o 6leo de mamona.'

Cutinases apresentam, in vitro, atividade hidrolitica sobre uma
grande variedade de ésteres, desde ésteres sintéticos soldveis, como
p-nitrofenil ésteres, a triglicerideos insoltveis de cadeia longa, como
trioleina e tricaprilina, bem como triacilgliceréis emulsificados.”

A cutinase pode também ser utilizada na sintese de triglicerideos
estruturados, polimeros, surfactantes, ingredientes para produtos de
higiene pessoal, quimica farmacéutica e agroquimicos contendo um
ou mais centros quirais.?

A enzima tem sido aplicada como uma enzima lipolitica na com-
posicdo de detergentes de roupas e lougas.?! Algumas vantagens foram
obtidas quando a cutinase foi comparada com uma lipase comercial
(Lipolase ™) para remocdo de triacilglicerdis em um processo de
lavagem simples, pois a cutinase ¢ capaz de hidrolisar gorduras na
auséncia do célcio.”!

Tabela 1. Aplicagdes biocataliticas descritas para cutinases
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Atualmente estd bem estabelecido que muitas enzimas, quando
em meios ndo aquosos, sdo capazes de catalisar reagdes impossiveis
de ocorrer em meio aquoso, tornando-se inclusive mais estdveis
e com especificidade modificada.”> Neste contexto, o emprego de
enzimas em presenga de fluidos supercriticos tem sido considerada
uma interessante estratégia para a obtencao de processos produtivos
que aliem alto rendimento e baixo impacto ambiental.??

Indstria de laticinios e 6leos

Trans-esterificagdo de gorduras e 6leos ou esterificagdo este-
reosseletiva de dlcoois pode ser obtida em baixa atividade de dgua
utilizando cutinase.?

As enzimas hidroliticas tém sido muito empregadas na tecnolo-
gia de modificagdo de dleos e gorduras.?*? Esta tendéncia pode ser
atribuida principalmente ao fato desses materiais serem obtidos de
fontes naturais e empregados como importantes matérias-primas para
as industrias quimica, farmacéutica e alimenticia. Existem casos em
que se torna necessdrio modificar as caracteristicas desses materiais,
para adequé-los a uma determinada aplicagdo. Portanto, o setor in-
dustrial de 6leos e gorduras tem desenvolvido diversos processos para
manipular a composi¢ao das misturas de triglicerideos.”’? Apesar
das lipases terem sido, até o momento, as enzimas mais empregadas
neste contexto, as cutinases possuem também consideravel potencial,
devido a suas caracteristicas particulares.

A hidrdlise parcial da gordura do leite ¢ uma transformacio
tipicamente dependente de enzimas, intrinseca a producio de diver-
sos derivados lacteos. Tal processo pode ser realizado por enzimas
pertencentes a microflora nativa, como ocorre na produ¢do de queijo
a partir de leite cru, ou pela adicdo deliberada de enzimas exdgenas.
Dependendo da extensdo e especificidade de tal hidrélise a gordura
lactea, enzimaticamente modificada ird exibir diferentes aromas e
sabores: desde tons livres de acidez até sabor de creme de queijo ou
manteiga. Regado er al.* avaliaram o uso de 10 lipases microbianas
e da cutinase de Fusarium solani pisi na lip6lise parcial de gordura
lactea. Os 4cidos graxos liberados no meio de rea¢éo foram analisados
por HPLC. Os sistemas testados apresentaram nivel de modificagdo
enzimdtica equivalente aos sistemas comerciais ja empregados. Po-
rém dentre todas as enzimas testadas, a cutinase apresentou a maior
atividade sobre os dcidos graxos de cadeia curta.

Compostos de aroma
Esteres produzidos a partir de dcidos graxos de cadeia curta sdo

importantes componentes de aromas e fragrancias, muito utiliza-
dos em diversas dreas, como nas industrias de bebidas, alimentos,
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cosméticos e farmacéutica. Embora estes ésteres aromaticos sejam
atualmente produzidos por sintese quimica, existe uma crescente
preferéncia por aromas naturais.’!

Os ésteres obtidos por sintese quimica ndo podem ser considera-
dos aromas naturais sendo, portanto, menos valorizados no mercado
que os demais. Contudo, aqueles sintetizados biotecnologicamente
podem ser considerados naturais. Os ésteres de dcidos graxos podem
ser produzidos com razodvel grau de pureza através de reagdes cata-
lisadas por enzimas.?> Avangos recentes em biocatdlise empregando
meios nao convencionais tornaram possivel a utilizagdo de enzimas
hidroliticas para catalisar a sintese de compostos aromdticos.*>3*

Carvalho et al.' estudaram os pardmetros da reagao de transes-
terificacéio de butil acetato com hexanol, utilizando cutinase recom-
binante de Fusarium solani pisi em micelas reversas de bis (2-etil-
1-hexil) sulfosuccinato de sédio (AOT)/ isooctano para a obtencio
de hexil acetato, um éster de cadeia curta com aroma de fruta. Este
tipo de reagdo € potencialmente importante para a sintese de ésteres
aromaticos. Neste estudo, a enzima apresentou alta atividade em
temperaturas entre 40 e 50 °C. A relagdo molar dgua: surfactante
influenciou muito a atividade da enzima, apresentando faixa 6tima
entre 5 e 8. A presencga do hexanol e o reduzido contetido de dgua
promovem a estabilizacdo da estrutura da enzima no interior das
micelas aumentando sua termoestabilidade.'*!°

O emprego de enzimas encapsuladas em micelas reversas fornece
uma drea de interface muito grande, tornando possivel a solubilizagido
de substratos hidrofilicos e hidrofébicos e freqlientemente aumen-
tando a atividade catalitica. A separac@o dos produtos de rea¢do bem
como a recuperagdo da enzima sio facilitados e constituem uma
importante drea de pesquisa relacionada ao uso de micelas.*

Barros et al.* estudaram os parimetros de reagio referentes a
esterificag@o do etanol com dcidos graxos de cadeia curta (C, a C))
em meio organico utilizando cutinase. Houve aumento de 35% na
conversao molar, quando a concentracio da enzima foi alterada de
1,4 para 2,1%.

Compostos fenolicos

A familia dos dcidos fendlicos é composta pelos derivados
dos dcidos cindmico (C.-C,) e benzéico (C,-C)), Figuras 1 e 2,
caracterizando-se por conter um anel benzénico em sua estrutura
com um ou mais hidroxilas, ou um grupo metoxila, € um grupo
carboxilico. Sdo antioxidantes hidrofilicos naturais, com presenga
ubiqua em frutas, vegetais e ervas aromaticas. Apresentam particular
interesse devido a propriedades tais como antioxidantes, quelantes,
seqiiestradores de radicais livres, antialérgicos, antiinflamatdrios,
antimicrobianos, antivirais, anticarcinogénicos, e também atividade
como filtro ultravioleta.’”

Devido a baixa solubilidade dos acidos fendélicos em meio
aproético, sua aplicacdo em produtos oleosos € muito limitada. A
esterificacdo de sua funcdo 4cido carboxilico com dlcool graxo
aumenta sua hidrofobicidade e resulta em uma molécula anfifilica
multifuncional. Tal reag¢@o € conhecida como lipofilizacdo, e pode
ser obtida quimica ou enzimaticamente. A lipofilizagdo quimica en-
frenta problemas relacionados a labilidade térmica e ao pH do meio
de reag@o desses compostos. Além disso, a lipofilizagdo quimica ndo
¢ seletiva, necessitando diversos passos intermedidrios e processos
de purificacdo, devido a produgdo de uma grande quantidade de
subprodutos indesejdveis.*

A lipofilizagdo enzimdtica de 4cidos fendlicos apresenta van-
tagens como condi¢des brandas de reacdo, maior especificidade
seletiva, com menor formacdo de subprodutos, maior variedade de
substratos sintéticos puros, e menor nimero de passos intermedidrios
e de subprodutos de reag@o. A lipofilizagdo enzimdtica € atualmente
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estudada utilizando lipases, feruloilesterases, tanases e cutinases.®
Stamatis et al.* realizaram a esterificagdo de 4cido ferdlico com
1-octanol utilizando diferentes enzimas, dentre as quais a cutinase
de Fusarium solani pisi. Estas enzimas também se mostraram ca-
pazes de catalisar a esterificagdo de dcido cindmico, p-cumadrico e
p-hidroxifenil propidnico a velocidades relativamente altas.

Degradacao de inseticidas e pesticidas

Os inseticidas organofosforados sdo largamente utilizados para
o controle de pragas na agricultura e no tratamento de parasitas na
pecudria.**> Tais compostos permanecem no ambiente, principal-
mente em substdncias lipidicas, sendo rapidamente absorvidos por
praticamente todas as vias, incluindo o trato gastrointestinal, pele,
membranas mucosas e pulmdes.*

A partir de testes em laboratorio e da experiéncia de campo com o
uso do produto, os organofosforados t€ém se mostrado nocivos ao sis-
tema nervoso central de invertebrados, sistema imune de vertebrados
e glandulas adrenais e figado de peixes, além de produzirem mutagdes
detectaveis em células sanguineas e linfaticas humanas.*

Kim et al.¥ estudaram a biodegradagéo e detoxificacdo do orga-
nofosforado malation utilizando cutinase de Fusarium oxysporum e
esterase de levedura. A porcentagem de degradag@o do inseticida pela
cutinase foi cerca de 60% da quantidade inicial durante os primeiros
30 min e cerca de 50% foi decomposto nos primeiros 15 min. Com o
uso da esterase de levedura, cerca de 65% do malation permaneceu
ndo decomposto mesmo apds 2 dias de tratamento. A composicao
quimica final ap6s 2 dias foi significativamente dependente da enzima
utilizada. A cutinase fingica resultou em malation diacido (MDA)
como principal produto de degradacio. Contudo, na degradagdo do
malation pela esterase de levedura, um isdmero do malation monodci-
do (MMA) foi produzido em abundancia. Efeitos toxicos do malation
e de seus produtos de degradac¢do foram investigados utilizando
bactérias recombinantes bioluminecentes. Os produtos de degradagio
obtidos utilizando esterase (incluindo MMA) causaram severo dano
de membrana e inibi¢do da sintese protéica nas bactérias. Com o uso
da cutinase fingica, o malation foi degradado principalmente para o
produto ndo téxico MDA.

Walz e Schwack* descreveram o desenvolvimento de um ensaio
enzimdtico espectrofotométrico baseado na inibi¢ao da cutinase de
Fusarium solani pisi por pesticidas organofosforados. A finalidade
de tal ensaio foi a detec¢@o de residuos de pesticidas em alimentos. A
cutinase demonstrou ser a enzima mais apropriada para a finalidade
de andlise de pesticidas. Foi demonstrado que o ensaio proposto tem
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capacidade de andlise de residuos em niveis extremamente baixos.
Em um estudo subseqiiente,*’ os autores submeteram diversos orga-
nofosforados e carbamatos a tal teste. Os organofosforados oxons séo
detectados pelo teste em niveis extremamente baixos, enquanto os
thions sdo inibidores fracos da cutinase, porém podem ser transfor-
mados em seus andlogos oxon, através da introducio de uma etapa
oxidativa prévia ao teste. Os pesticidas carbamatos também foram
testados, revelando-se inibidores eficientes da cutinase embora menos
potentes que os organofosforados.

Tratamento e lavagem de tecidos

Na industria téxtil as fibras sintéticas representam quase 50% de
todo o mercado mundial.*® A produgio de fibras de poliéster € maior
que a de fibras de algoddo. Devido a importincia das fibras sintéticas,
existe um grande interesse em pesquisa relacionada a melhora dos
processos de producdo, bem como a melhora das caracteristicas do
produto.

As fibras sintéticas apresentam caracteristicas como hidrofo-
bicidade, que as tornam pouco confortdveis ao contato com a pele
humana, e baixa reatividade, que dificulta o tratamento com agentes
finalizantes, tais como corantes. Tratamentos empregando agentes
alcalinos fortes melhoram a hidrofilicidade e reatividade quimica de
tais fibras, mas tais processos sao de dificil controle, freqiientemente
resultando em graus varidveis de perda de resisténcia do tecido.?#°
Além disso, a grande quantidade de hidréxido de sédio e as altas tem-
peraturas necessdrias tornam o processo pouco atraente do ponto de
vista ambiental. A modifica¢@o das propriedades das fibras em busca
de menor hidrofobicidade deve limitar-se a superficie, sem alterar as
propriedades do interior. Atualmente existe grande interesse no uso de
enzimas como lipases e cutinases, as quais tém mostrado melhorar a
hidrofilicidade de poliésteres através da hidrdlise de ligacoes éster. !
Devido ao tamanho dessas enzimas, sua atuacio ocorre apenas na
superficie das fibras. As reacdes ocorrem sob condi¢des mais bran-
das e ndo ha necessidade de grande maquinaria para a realizacdo do
processo, o qual apresenta baixo nivel de residuos.’>

Cutinases e carboxilesterases t€ém demonstrado potencial de
hidrolisar liga¢des éster de forma similar as lipases.>*

Sendo a cutinase um eficiente catalisador, tanto em solu¢do quanto
em interface dgua-lipideo, € potencialmente adequada para a remogao
de manchas de gordura em tecidos. A implementacio da enzima como
ingrediente em detergentes na industria de roupas estd limitada pelo
desdobramento da enzima na presenca de surfactantes anidnicos.
Segundo Creveld et al.,”> o aumento da estabilidade da cutinase de
Fusarium solani pisi poderia ser obtido por mutagdes desenhadas para
evitar a formagao transitéria de grupamentos hidrofébicos durante a
movimenta¢do da proteina.

Vertommen et al.*® realizaram a modificacdo enzimdtica de uma
superficie de polietileno tereftalato utilizando cutinase de Fusarium
solani pisi e lipase A de Candida antarctica em sistema aquoso. A
cutinase demonstrou atividade hidrolitica significativa sobre o poli-
mero, ndo tendo sido registrada atividade significativa em presenca
da lipase.

Silva et al.*® utilizaram a cutinase de Fusarium solani pisi para
modificar a superficie de fibras sintéticas de poliéster, poliamida e
acrilicos. A cutinase foi escolhida para atuar na modificagdo das fibras
devido a sua hidrofobicidade e acdo em biopoliésteres presentes na
cutina das plantas. A atividade em poliamida foi determinada através
da producdo de hexametilenodiamina. A atividade em poliéster foi
determinada através da produgdo de 4cido tereftalico, e em acrilico,
através da detecgdo de acido acético. A maior parte dos residuos de
aminodcidos proximos ao sitio ativo da enzima sdo hidrofébicos,
possivelmente melhorando as intera¢des entre a enzima e as fibras
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téxteis. A cutinase demonstrou poder hidrolisar liga¢des amidas tendo
uma maior atividade em poliamida que em poliéster.

Degani et al.*® empregaram cutinase para melhorar a umectabili-
dade de fibras de algodao. O efeito da cutinase foi estudado de forma
isolada e em co-rea¢do com pectinaliase. A combinacdo de cutinase e
pectinaliase apresentou efeito sinérgico. O uso de detergentes também
aumentou a eficiéncia de reagdo.

Quimica de polimeros

Na inddstria de polimeros, novos paradigmas estdo surgindo em
virtude da escassez de fontes de matérias-primas tradicionais, bem
como do manejo de residuos. Algumas enzimas em meio nao aquoso
tém se mostrado ativas em uma ampla gama de reagdes de sintese de
poliésteres e policarbonatos. A maioria de tais enzimas sao da familia
das lipases, sendo a lipase B de Candida antarctica a mais utilizada. A
cutinase de Humicola insolens (Novozymes®) demonstrou atividade
promissora em lactonas de anel aberto e reagdes de polimerizagdo por
condensagdo.”’ A maioria das investiga¢des em biotransformagio cata-
lisadas por cutinase tem se concentrado na degradacio de poliésteres e
na esterificagio ou transesterificagdo de pequenas moléculas.>

Mais de meio século atrds, os polimeros sintéticos passaram a
substituir os materiais naturais em quase todas as dreas, e atualmente
os plésticos se tornaram indispenséveis a vida moderna. A estabilidade
e durabilidade dos plasticos tém sido melhoradas continuamente, fa-
zendo desse grupo de materiais sinonimo de resisténcia a influéncias
ambientais e microbianas. A grande produgdo de pldsticos durante
as ultimas décadas resultou em problemas de manejo dos residuos
desses materiais. Devido ao seu curto tempo de existéncia na natureza,
a evolucdo ndo pdde desenhar novas estruturas enzimaticas capazes
de degradar polimeros sintéticos. Ha cerca de 20 anos atras os cien-
tistas comecaram a pesquisar a possibilidade de produzir plasticos
vulnerdveis ao ataque microbiano, tornando-os biodegraddveis em um
meio ambiente microbiano ativo, mas ainda mantendo suas proprie-
dades favordveis.*® Desde o inicio ficou evidente que polimeros com
heterodtomos na cadeia principal, tais como, poliésteres, poliéteres,
poliamidas e poliuretanos, podem ser degradados por microorganis-
mos e o desenvolvimento de pldsticos biodegradaveis foi dominado
predominantemente por materiais derivados de poliésteres.* %

O estudo de enzimas hidroliticas selecionadas pela evolucdo para
degradar polimeros naturais altamente estdveis, como celulose, quitina
e cutina, pode ser especialmente ttil para a compreensao dos meca-
nismos pelos quais polimeros naturais e sintéticos sdo degradados
por enzimas microbianas (Figura 3). Esse conhecimento € necessario
para o desenvolvimento de novos pldsticos biodegraddveis.®!

Plasticos baseados em poliidroxidecanoatos sdo biodegraddveis,
porém seu custo de produc@o € elevado.®! Policaprolona € um poliéster
sintético que é degradado por uma variedade de microorganismos,
mas suas propriedades fisicas limitam suas aplica¢des. Murphy et
al.®* demonstraram que a cutinase de Fusarium solani pisi tem a
capacidade de degradar a policaprolona.

Ftalatos sdo plastificantes utilizados na produ¢do de cloreto de
polivinil e, freqiientemente, pinturas laqués e cosméticos.¢* Die-
xilftalato (DHP) € um dos ésteres de ftalato comumente utilizados,
empregado em brinquedos, luvas de vinil, sapatos e em embalagens
de alimentos. Os ftalatos, incluindo o DHP, tém sido considerados
poluentes ambientais, e mesmo sendo controlados em vdrios paises, 0s
seres humanos estao expostos a eles diretamente através de ingestdo,
inalagdo e exposicéo cutdnea.®

Kim et al.® estudaram a eficdcia da cutinase de Fusarium oxys-
porum e esterase de Candida cylindracea na degradagdo do DHP. A
cutinase atua de forma muito mais rdpida e precoce que a esterase,
com alta atividade hidrolitica. A degradag¢do do DHP pela cutinase
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foi cerca de 70% do DHP inicial em 4 h, enquanto que mais de 85%
do DHP permaneceu inalterado com o uso da esterase, apds 3 dias.
A toxicidade dos produtos de reagdo foi avaliada utilizando bactérias
recombinantes bioluminescentes. Os produtos de hidrdlise da cuti-
nase nao causaram nenhum dano celular observavel, o mesmo nao
ocorrendo com a esterase.

Reacoes de esterificacio enantiosseletiva

A importincia do uso de enzimas em biocatdlise tem se mostrado
cada vez mais evidente. A grande versatilidade de reacdes catalisadas,
as condig¢des brandas de reagdo, a natureza regio, quimio e enantios-
seletiva sdo algumas de suas vantagens.* Devido a sua enantiosseleti-
vidade, algumas cutinases tém sido empregadas em varios processos
deste tipo por meio de hidrélise ou sintese, Figura 4.

Mannesse et al.®’ sintetizaram andlogos de triglicerideos de cadeias
de tamanhos variados com enantiomeros R e S para estudar a influén-
cia do comprimento da cadeia na posicdo 1-, 2-, e 3- na atividade de
cutinase e estereopreferéncia. A enzima hidrolisou preferencialmente
o enantidmero R, mas essa preferéncia foi fortemente dependente do
comprimento da cadeia acil, com atividade R:S de 30:1. A enantios-
seletividade foi encontrada em trés diferentes sistemas.

Borreguero et al.’ testaram a regio e enantiosseletividade de cutinase
recombinante de Fusarium solani pisi em trés fenil-alcanodidis racémicos
e um pro-quiral por transesterificagdo irreversivel com vinil acetato em
meio organico. Para testar a habilidade da enzima na estereodiscriminacao

Cutinase
Vinil Acetato

Chn—OH ()i—OH
- +
OoH Ohc
n=0 @)1 =0
n=1 2
n=2 )3
n=4 @)4
()n—0Ac ()—OAc
+
OH OAc
n=0 &)-7 n=0 ()-8

Figura 4. Resolucdo dos d didis 1-4 catalisada por cutinase

Quim. Nova

destes substratos, demonstrou-se que o aumento da estereosseletividade
da acila¢do do grupo primdrio hidroxil foi obtido com a pré-incubagio da
enzima em presenca do substrato diol 1, entretanto, ndo houve correlagdo
com o tempo de incubagdo. Os autores também demonstraram que o
vinil acetato exerceu um efeito estabilizador sobre a enzima, similar ao
demonstrado pelo hexanol em micelas reversas.

Industria alimenticia

No processo industrial de obtenc@o de xarope de agticar a partir de
amido de trigo, a principal impureza € a hemicelulose, proveniente da
parede celular, a qual ndo € degradada no processo, cujo acimulo pode
comprometer o processo de filtracao. A hemicelulose € um heteropolissa-
carideo contendo xilana, que € esterificado com arabinofuranosideo e 4cido
ferulico. Esta xilana modificada ndo pode ser completamente hidrolisada
apenas pela xilanase, porém quando esta enzima € combinada com arabi-
nofuranosidase e esterase de dcido ferulico torna-se possivel remover de
maneira eficiente tais residuos. Porém, como estas enzimas sao termolabeis,
existe a necessidade de obtencio de enzimas termoestaveis com perfil de
atividade semelhante. Neste contexto, Andersen et al.*® pesquisaram lipases
e cutinases fiingicas quanto a atividade de esterase de 4cido fertlico. As
cutinases de Aspergillus oryzae, Fusarium solani pisi e Humicula insolence
apresentaram atividade superior as lipases testadas, para os valores de pH
de 5,0; 7,0 € 9,0; com os melhores resultados encontrados para a cutinase
de H. insolence. Tais enzimas possuem perfil de estabilidade bastante ade-
quado para o processo industrial, sendo candidatas a modificacdes genéticas
objetivando aumentar a atividade de esterase de 4cido ferulico.

CONCLUSAO

As cutinases sdo enzimas que apresentam propriedades de lipa-
ses e esterases e, adicionalmente, possuem a propriedade Unica de
atividade independente da presenca de interface. Esta caracteristica
possibilita o seu uso como biocatalisador em diversos sistemas,
envolvendo reacdes de hidrdlise, esterificacdo e transesterificacio.
Estas enzimas t€m sido foco de intensa e crescente pesquisa, com
expressivo nimero de patentes registradas, embora seu uso industrial
em larga escala ainda ndo esteja implementado.

O potencial da biotecnologia para melhorar as propriedades
de matérias-primas naturais e submeté-las a transformagdes profundas,
bem como para o tratamento de residuos industriais e degradagao de pro-
dutos tdxicos ou pouco biodegradaveis, ja foi comprovado. A demanda
industrial por tecnologia enzimatica vem aumentando gradativamente. As
cutinases podem tornar-se importantes protagonistas nesse contexto.
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